





































































































































the MOG  peptide (21). We isolated naïve CD4  T splenocytes from Kindlin­3 /2D2 /CD4Cre
(hereinafter, K3/Cre ) and control Kindlin­3 /2D2  (hereinafter, Co ) mice and primed them for several
days in vitro with MOG ­loaded dendritic cells (DCs) to induce proliferation and differentiation into memory
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inguinal, and paraaortal lymph nodes were isolated from Kindlin­3 /2D2 /CD4Cre  and control Kindlin­
3 /2D2  mice. Single­cell suspensions were obtained, and after ammonium­chloride­potassium lysis of RBCs,
cells from two mice were cocultured with 4 × 10  DCs loaded for 2 h with 20 μg/mL MOG  peptide. After 4
d of coculture, the cell suspensions were split 1:2 into medium containing 5 ng/mL IL­2 (R&D Systems). After
another 6 d of culture, dead cells were removed by density gradient centrifugation (Nycoprep 1.077; Axis­Shield).
A total of 2 × 10  cells per well were incubated overnight in 24­well plates coated with 1 μg/mL anti­mouse CD3e
and CD28 Abs (both from eBioscience) and in the presence of recombinant murine IL­18 (20 ng/mL; MBL) and
IL­12 (25 ng/mL) and IL­23 (10 ng/mL; both from R&D Systems). The cells were then washed three times with
PBS and transferred i.v. into recipient mice. Clinical disease score and weight of the mice with aEAE and transfer
EAE were checked daily. Scoring of the mice was as follows: 0, healthy; 1, limp tail; 2, hind leg weakness; 3, one
paralyzed hind leg; 4, two paralyzed hind legs; 5, moribund.
Live cell imaging on TNF­α–stimulated pMBMECs isolated
from WT or ICAM­1 /ICAM­2  C57BL/6 mice, or on immobilized recombinant mouse ICAM­1 (rmICAM­
1), VCAM­1 (rmVCAM­1), or DNER (rmDNER; all from R&D Systems) was performed as described previously
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(25, 26). CD3e­ and CD28­activated T cell blasts (2 × 10 /mL) were allowed to accumulate for 3–4 min at low
shear force (0.1 dyn/cm ). Then, dynamic T cell interactions with pMBMECs or immobilized rmICAM­1 and
rmVCAM­1 were recorded under physiological shear force (1.5 dyn/cm ) for 15 s (defined as arrested T cells) and
for 5, 10, and 15 min (defined as firmly adherent T cells). Specific integrin­mediated adhesion to ICAM­1 and
VCAM­1 was tested by pretreating T cells with rat mAbs specific for mouse α4 integrin (PS/2) and mouse LFA­1
(FD448.1). An anti­human CD44 (9B5) Ab was used as negative control. All Abs were incubated with the T cells
for 20 min at a concentration of 10 µg/mL
Single­cell suspensions of hematopoietic organs were prepared and staining for FACS analysis
was done as described previously (34) and detailed in SI Materials and Methods. For intracellular cytokine
stainings, T­cell blasts were stimulated for 4 h with 50 ng/mL PMA, 500 ng/mL ionomycin, and 10 µg/mL
brefeldin A (Sigma­Aldrich), and cytokine expression was analyzed as described previously (27).
For analysis of soluble VCAM­1–Fc binding, 0.5 × 10  effector T cells were incubated with 100 μg/mL VCAM­
Fc (R&D Systems) for 15 min at 37 °C in HBSS binding media supplemented with 0.2% BSA, Ca  and Mg  (1
mM each), Mn  (2 mM), or PMA (100 ng/mL). Cells were then washed once, incubated with PE­donkey anti­
human IgG (Jackson ImmunoResearch) for an additional 20 min on ice, washed twice, and analyzed by FACS.
Means, SDs, and statistical comparisons with the Student t test (*P < 0.05; **P < 0.01;
***P < 0.001) were performed using Microsoft Excel software.
SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supporting Information:
Click here to view.
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